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Las células eucariotas se adaptan continuamente a estreses abióticos como por ejemplo el 
estrés osmótico o el estrés oxidativo. Ambos estreses están fisiológicamente relacionados, y en 
estudios anteriores se ha podido establecer que una eficiente adaptación al estrés 
hiperosmótico y salino requiere una activación del metabolismo respiratorio a través de la 
inducción de la función mitocondrial y peroxisomal. En el presente trabajo se estudiará cómo 
influye la función de los dos orgánulos y el proceso del envejecimiento en la dinámica adaptación 
a estrés. Para ello, se plantean tres abordajes experimentales usando la levadura Saccharomyces 
cerevisiae como modelo celular. 
 
1- Se determinará cómo influye la función mitocondrial y peroxisomal en la respuesta dosis 
dependiente de la expresión génica a estrés osmótico. Se emplearán cepas transformadas con 
reporteros de luciferasa desestabilizada específicos para dicho estrés. Se cuantificará en tiempo 
real la capacidad de dosis respuesta de cada cepa y se comparará de forma cuantitativa la 
sensibilidad y posibles defectos de señalización entre las cepas sin y con mutaciones 
mitocondriales o peroxisomales. 
 
2- Peroxisomas y mitocondrias están conectados físicamente por proteínas de la membrana 
exterior de los dos orgánulos, como Pex11 y Mdm34 en levadura. Previos estudios han mostrado 
que el número de peroxisomas asociados a la red mitocondrial aumenta en situaciones de estrés 
salino. En el presente trabajo se cuantificará el grado de asociación entre los dos orgánulos por 
microscopía de fluorescencia. Se usarán cepas modificadas con fusiones de Pex11 y Mdm34 con 
los dominios N- y C-terminales de YFP en ensayos de BiFC in vivo (complementación bimolecular 
de fluorescencia). Se cuantificará así la interacción de mitocondrias y peroxisomas durante la 
inducción de la respiración y la adaptación a estrés. 
 
3- Se estudiará cómo influye el envejecimiento de las células en su capacidad de activar la 
expresión génica en respuesta a estrés oxidativo. Una característica clave de las células 
envejecidas es la acumulación de daños oxidativos intracelulares y una menor capacidad de 
detoxificar ROS. Se estudiará en dos modelos diferentes del envejecimiento de levadura, el 
replicativo y el cronológico, cómo cambia la capacidad de defensa ante el estrés oxidativo 
durante el proceso del envejecimiento. Se emplearán cepas con reporteros luciferasa 
integrativos y específicos para el estrés oxidativo en estudios de la expresión génica en tiempo 
real y a lo largo de los diferentes regímenes de envejecimiento. 
 









Eukaryotic cells continuously adapt to abiotic stresses such as osmotic or oxidative stress. Both 
stresses are physiologically related, and in previous studies it has been established that an 
efficient adaptation to hyperosmotic and saline stress requires an activation of respiratory 
metabolism through the induction of mitochondrial and peroxisomal function. In the present 
work we study how the function of the two organelles and the aging process influences the 
dynamic adaptation to stress. Three experimental approaches are proposed using the yeast 
Saccharomyces cerevisiae as a cellular model. 
 
1- It will be determined how mitochondrial and peroxisomal function influences the dose-
dependent response of gene expression to osmotic stress. Strains transformed with destabilized 
luciferase reporters will be used. The dose response capacity of each strain will be quantified in 
real time and the sensitivity and possible signaling defects between the strains without and with 
mitochondrial or peroxisomal mutations will be quantitatively compared. 
 
2- Peroxisomes and mitochondria are physically connected by proteins of the outer membrane 
of the two organelles, for example Pex11 and Mdm34 in yeast. Previous studies have shown that 
the number of peroxisomes associated with the mitochondrial network increases in situations 
of salt stress. In the present work, the degree of association between the two organelles will be 
quantified by fluorescence microscopy. Strains modified with Pex11 and Mdm34 fusions with 
the N- and C-terminal domains of YFP will be used in BiFC assays in vivo (bimolecular 
fluorescence complementation). The interaction of mitochondria and peroxisomes during the 
induction of respiration and adaptation to stress will be quantified. 
 
3- It will be studied how the aging of cells influences their ability to activate gene expression in 
response to oxidative stress. A key feature of aging cells is the accumulation of intracellular 
oxidative damage and a decreased ability to detoxify ROS. We will study in two different models 
of yeast aging, the replicative and the chronological, how the defense capacity changes in 
response to oxidative stress during the aging process. Strains with integrative and specific 
luciferase reporters for oxidative stress will be used in studies of gene expression in real time 
and throughout the different aging regimes. 
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1.1. MECANISMOS DE ADAPTACIÓN A ESTRÉS OSMÓTICO EN LEVADURA 
 
Una propiedad fundamental de las células vivas es la capacidad de detectar y responder 
adecuadamente a las condiciones ambientales cambiantes y a otros estímulos diversos (Chen y 
Thorner, 2007). En ocasiones, en el ambiente en el que se encuentran estas células se puede 
producir un estrés osmótico, que conlleva la respuesta del sistema osmorregulador, el cual es 
bien conocido en la levadura Saccharomyces cerevisiae (Hohmann et al., 2007).  
 
La respuesta a estrés osmótico de la levadura Saccharomyces cerevisiae consiste en un proceso 
de adaptación que tiene lugar principalmente a través de la vía de señalización HOG (High 
Osmolarity Glycerol). 
 
El núcleo central de la vía de señalización HOG es la MAPK Hog1 (Brewster et al., 1993). Las 
cascadas de MAP quinasas, las cuales están compuestas por tres quinasas secuencialmente 
activadas, son unidades de señalización conservadas evolutivamente en diversos organismos 
eucariotas, incluidos hongos y levaduras (Chen et al., 2001).  
 
La vía de señalización HOG está compuesta 
por dos ramas, que son funcionalmente 
redundantes, pero mecanísticamente 
diferentes. Una de ellas tiene como 
osmosensor Sln1 y la otra Sho1, por lo que las 
ramas reciben estos nombres (Saito y Posas, 
2012). Sln1 activa la MAPKKK Ssk2/Ssk22 
(Maeda et al., 1995) y Sho1 la MAPKKK Ste11 
(Posas y Saito, 1997). Una señal procedente 
de cualquiera de las dos ramas converge en la 
activación de una MAPKK común, Pbs2, que 
activa la MAPK Hog1 (Brewster et al., 1993; 
Maeda et al., 1994) (Ilustración 1). 
 
Tras la activación de Hog1, al producirse la 
fosforilación de los residuos Thr-174 y Tyr-
176 (Brewster et al., 1993), una fracción de 
esta MAPK se transporta al núcleo donde se 
acumula y ejerce su función. Esto ocurre en 
respuesta a un estrés osmótico, y, a medida 
que se produce la adaptación a la elevada 
osmolaridad y se reestablece el equilibrio 
osmótico, la actividad de Hog1 disminuye y se 
exporta de nuevo al citoplasma (Ferrigno et 
al., 1998; Reiser et al., 1999). 
 
La activación de Hog1 en respuesta a estrés osmótico conlleva un proceso de adaptación en el 
que se producen respuestas a corto y largo plazo.  
Ilustración 1. Esquema de la cascada de señalización que 
activa a la quinasa Hog1 en respuesta a estrés osmótico. 
El estrés osmótico en levadura induce una cascada de 
quinasas en la cual las MAPKKK Ssk2, Ssk22 y Ste11 
convergen, fosforilan y activan a la MAPKK Pbs2. Pbs2 
fosforilada activa a Hog1, que es una MAPK, la cual se 
transloca al núcleo para activar la expresión génica en 
respuesta a estrés osmótico (Modificado de UNIVERSITY 
OF LJUBLJANA). 
 
Ilustración 1. Esquema de la activación y la función de 
Yap1 en respuesta al estrés oxidativo. La respuesta del 
factor de transcripción Yap1 es su acumulación y activación 
en el núcleo, donde participa en la transcripción de genes 
importantes en la respuesta a estrés (Fuse y Kobayashi, 
2017).Ilustración 2. Esquema de la cascada de 
señalización que activa a la quinasa Hog1 en respuesta a 
estrés osmótico. El estrés osmótico en levadura induce una 
cascada de quinasas en la cual las MAPKKK Ssk2, Ssk22 y 
Ste11 convergen, fosforilan y activan a la MAPKK Pbs2. 




La adaptación a corto plazo se consigue mediante cambios en la acumulación de glicerol 
(Albertyn et al., 1994) y el restablecimiento del equilibrio iónico (Proft y Struhl, 2004). Un 
aumento en la osmolaridad provoca la pérdida de agua, la disminución del tamaño celular y la 
detención del crecimiento celular hasta que se consigue la adaptación. La principal estrategia 
para sobrevivir es producir y acumular osmolitos compatibles para mantener el equilibrio 
hídrico y reestablecer el volumen y la turgencia de las células (Blomberg y Adler, 1989; Hohmann 
et al., 2007; Westfall et al., 2008; de Nadal et al., 2011). Existen diversos osmolitos compatibles 
como trehalosa, aminoácidos e iones, pero el glicerol parece ser el más importante (Hohmann 
et al., 2007), siendo Hog1 el principal responsable de su acumulación en condiciones de elevada 
osmolaridad (Albertyn et al., 1994), a través de diversos mecanismos: regulación de la expresión 
génica, ajuste metabólico y control de la exportación e importación (Hohmann, 2002). 
 
La adaptación a largo plazo implica la regulación transcripcional y traduccional del genoma. En 
respuesta al estrés osmótico, se induce la transcripción de un gran número de genes, muchos 
de ellos responsables de proteger a las células del estrés oxidativo, como CTT1 y SOD2. La 
inducción de aproximadamente el 80% de los genes depende de Hog1 (Posas et al., 2000; Rep 
et al., 2000; O’Rourke y Herskowitz, 2004; Capaldi et al., 2008). Una de las funciones de esta 
MAPK es el control de la expresión génica en la etapa de inicio de la transcripción mediante la 
regulación de varios factores de transcripción, siendo cada uno de ellos responsable de controlar 
la expresión de un subconjunto de genes osmosensibles (Molin et al., 2009; Romero-Santacreu 
et al., 2009; Miller et al., 2011). El mecanismo mejor comprendido por el cual Hog1 modula el 
inicio de la transcripción es la fosforilación directa de los factores de transcripción. Sin embargo, 
existen otros mecanismos mediante los cuales Hog1 puede inducir la activación de la expresión 
génica. Uno de ellos es la asociación de Hog1 a la cromatina, que se produce a través de 
interacciones físicas con factores de transcripción (Saito y Posas, 2012). En este caso, la 
activación de la expresión génica es posible gracias al reclutamiento de la maquinaria 
transcripcional básica, la ARN Polimerasa II, que depende tanto de la presencia de Hog1 activada 
como de la presencia de factores de transcripción específicos (Alepuz et al., 2003). Además de 
en la etapa de inicio de la transcripción, Hog1 afecta directamente en el proceso de elongación, 
pues además de asociarse a las regiones promotoras de los genes osmosensibles, se asocia 
también a las regiones codificantes de estos genes (Pascual-Ahuir et al., 2006; Pokholok et al., 
2006; Proft et al., 2006) y es esencial para una mayor asociación de la ARN Polimerasa II a éstas 
(Proft et al., 2006). También en respuesta a estrés osmótico, Hog1 media el remodelamiento de 
la cromatina y controla la estabilidad de los ARNm (Saito y Posas, 2012). 
 
Además, debido a que el estrés osmótico puede producirse en cualquier etapa del ciclo celular, 
todas las fases del ciclo celular están reguladas por mecanismos activados por estrés. En la 
levadura Saccharomyces cerevisiae, Hog1 induce un retraso rápido y transitorio en varias etapas 
del ciclo celular para permitir el desarrollo completo de respuestas adaptativas antes de 








1.2. MECANISMOS DE ADAPTACIÓN A ESTRÉS OXIDATIVO EN LEVADURA 
 
La levadura Saccharomyces cerevisiae sufre de manera continua cambios en el entorno en el 
que se desarrolla. Además de la respuesta al estrés osmótico, es bien conocida su respuesta al 
estrés oxidativo, el cual tiene como responsables a las especies reactivas de oxígeno (ROS), a las 
que están expuestos todos los organismos durante el curso del metabolismo aerobio normal o 
después de la exposición a compuestos que generan estos radicales libres (Halliwell, 2006). 
 
El oxígeno molecular no es reactivo y es inofensivo en su estado fundamental, pero puede sufrir 
una reducción parcial al recibir un electrón procedente de una cadena de transporte de 
electrones, dando lugar al anión superóxido (O2-). Éste, a su vez, produce el peróxido de 
hidrógeno (H2O2), a través de una reacción catalizada por superóxido dismutasas (SOD). Tanto 
el superóxido como el peróxido de hidrógeno pueden dar lugar al radical hidroxilo (OH·), que es 
altamente reactivo. Estas ROS pueden dañar una amplia variedad de componentes celulares y 
se dice que se produce un estrés oxidativo cuando los mecanismos antioxidantes y de 
supervivencia celular no son capaces de hacer frente a estas ROS o al daño causado por ellas 
(Morano et al., 2012). 
 
La principal fuente de ROS en las células eucariotas es la respiración mitocondrial a través del 
proceso de fosforilación oxidativa (Murphy, 2009), debido al escape de electrones de la cadena 
de transporte, los cuales reducen el oxígeno produciendo ROS. También se considera una fuente 
importante el retículo endoplásmico (RE) al emplear como aceptor final de electrones al oxígeno 
durante el plegamiento oxidativo de proteínas (Tu y Weissman, 2004). 
 
En la respuesta defensiva de la levadura Saccharomyces cerevisiae frente a niveles elevados de 
ROS tiene un papel fundamental la reprogramación transcripcional de la expresión génica para 
llevar a cabo los cambios necesarios que permitan reestablecer el equilibrio redox. Las 
respuestas se basan en la expresión de genes que codifican mecanismos de defensa 
antioxidante y genes que codifican enzimas encargadas de la reparación y detoxificación del 
daño celular causado (Morano et al., 2012).  
 
La principal respuesta al estrés oxidativo es protagonizada por el factor de transcripción Yap1 
(Harshman et al., 1988), que se encuentra en el citoplasma en ausencia de una amenaza 
oxidativa (Kuge et al., 1997). Sin embargo, ante la presencia de compuestos oxidantes, se 
acumula en el núcleo, donde induce la expresión génica. Crm1 es el encargado de transportar a 
Yap1 al citoplasma, pero cuando las células sufren un estrés oxidativo, se impide la unión de 
Crm1 a Yap1 y, por tanto, la exportación de Yap1 del núcleo (Isoyama et al., 2001). El mecanismo 






Yap1 controla la expresión de al menos 32 genes (Lee et 
al., 1999) y 15 de ellos requieren la presencia de Skn7, 
entre los que se encuentra SOD2 (Morano et al., 2012). 
Además, también están implicados en la resistencia a 
estrés oxidativo Msn2 y Msn4, que son factores de 
transcripción que regulan genes como CTT1 (Martinez-
Pastor et al., 1996). 
 
Una respuesta de las células de levadura es la regulación 
de sus sistemas tiol para mantener así el equilibrio 
redox. La maquinaria encargada de mantener este 
equilibrio son los sistemas GSH/glutaredoxina y 
tiorredoxina (Morano et al., 2012).  
 
Otra respuesta celular al estrés oxidativo es la 
regulación traduccional de la expresión génica, pues un 
control traduccional de ARNm específicos es necesario 
para la supervivencia celular en condiciones de estrés (Preiss et al., 2003; Smirnova et al., 2005). 
En respuesta al estrés oxidativo, el nivel de inhibición traduccional depende de la dosis y está 
mediado principalmente por la quinasa Gcn2, que fosforila la subunidad D del factor de 
iniciación de la traducción 2 (eIF2) (Shenton et al., 2006). El factor eIF2 se encuentra unido a 
GDP, que es sustituido por GTP en una reacción catalizada por eIF2B. En su forma unida a GTP, 
eIF2 interacciona con el iniciador metionil-ARNt formando un complejo que es capaz de iniciar 
la traducción. Una forma de evitar el inicio de la traducción es mediante la fosforilación del 
factor eIF2 en un residuo conservado de serina (Ser51) (Pavitt et al., 1998; Harding et al., 2000), 
de forma que se convierte en un inhibidor del factor eIF2B, reduciéndose así la formación del 
complejo iniciador de la traducción y, por tanto, la traducción (Pavitt et al., 1998). 
 
El estrés oxidativo en la mayoría de los casos conlleva una inhibición de la traducción de los 
ARNm. Sin embargo, se ha visto que dicho estrés puede afectar de diferentes formas, e incluso 
aumenta la traducción de antioxidantes y moléculas protectoras del estrés (Morano et al., 2012). 
 
Las modificaciones postraduccionales también son características de la respuesta a estrés 
oxidativo. La clave de estos cambios parece ser la reprogramación del metabolismo de 
carbohidratos, que es esencial para mantener el equilibrio redox celular durante el estrés 
(Morano et al., 2012). Una respuesta conservada parece ser el flujo metabólico desde la 
glucólisis a la ruta de las pentosas fosfato, que es la fuente de poder reductor en forma de 
NADPH (Ralser et al., 2007). Esta ruta está conectada a la glucólisis mediante la oxidación de la 
glucosa-6-fosfato, por lo que cualquier fallo que afecte a la actividad glucolítica puede afectar al 
flujo hacia la ruta de las pentosas fosfato (Morano et al., 2012), y una actividad reducida de las 
enzimas glucolíticas confiere resistencia frente al estrés oxidativo (Ralser et al., 2006; Ralser et 
al., 2007), al aumentar el flujo hacia la ruta de las pentosas fosfato, aumentando así la 
producción de NADPH (Ralser et al., 2007). Esta actividad enzimática glucolítica está regulada 
por modificaciones traduccionales que ocurren como respuesta al estrés oxidativo, causando 
cambios rápidos y reversibles en dicha actividad (Biswas et al., 2006). 
Ilustración 2. Esquema de la activación y la 
función de Yap1 en respuesta al estrés 
oxidativo. La respuesta del factor de 
transcripción Yap1 al estrés oxidativo es su 
acumulación y activación en el núcleo, donde 
participa en la transcripción de genes 
importantes en la respuesta a estrés (Fuse y 
Kobayashi, 2017). 
 
Ilustración 27. Esquema del funcionamiento 
del sistema luciferasa a nivel molecular. La
ARN polimerasa y los factores de transcripción 
son reclutados y activan el promotor en 
presencia de estrés. El resultado de la 
transcripción es un ARNm que tras la 
traducción da lugar al enzima luciferasa. 
(Thermo Scientific, Luciferase 
Reporters).Ilustr ción 28. Esquema de la 
activación y la función de Yap1 en respuesta 
al estrés oxidativo. La respuesta del factor de 
transcripción Yap1 es su acumulación y 
activación en el núcleo, donde participa en la 
transcripción de genes importantes en la 
respuesta a estrés (Fuse y Kobayashi, 2017). 
 
Ilustración 29. Esquema del funcionamiento 
del sistema luciferasa a nivel molecular. La 
ARN polimerasa y los factores de transcripción 
son reclutados y activan el promotor en 
presencia de estrés. El resultado de la 
transcripción es un ARNm que tras la 
traducción da lugar al enzima luciferasa. 
(Thermo Scientific, Luciferase Reporters). 
 
Ilustración 30. Sistema MEP. (A) 
Componentes del sistema MEP. Cre-EBD78 es 
una nueva versión de una proteína de fusión 
entre la recombinasa Cre del bacteriófago P1 
y el dominio de unión a estrógenos del 
receptor de estrógenos murino, que depende 
del estradiol para su ctividad. PSCW11-cre-
EBD78 se expresa en células recién nacidas, 
utilizando un promotor específico derivado de 
SCW11. Los genes diana se construyen 
mediante la introducción de sitios loxP 
(triángulos). Para UBC9, la recombinación 
entre los sitios loxP elimina el exón 2. Para 
CDC20, la recombinación entre sitios loxP 
elimina el exón 1. En ambos casos, se generan 
proteínas incapaces de desarrollar su función. 
(B) Localización esperada de Cre-EBD78 
(sombreado) en respuesta al estradiol. La 




Además, Saccharomyces cerevisiae, también en respuesta al estrés oxidativo, media un retraso 
de la progresión del ciclo celular, lo cual les permite reparar cualquier daño sin que sea 
transmitido a sus células hijas (Shackelford et al., 2000), y también se ha visto que el estrés 
oxidativo puede desencadenar una muerte celular programada en levadura (Pereira et al., 2008; 
Perrone et al., 2008).  
 
1.3. CONEXIÓN ENTRE EL METABOLISMO RESPIRATORIO (MITOCONDRIAS Y 
PEROXISOMAS) Y LA ADAPTACIÓN AL ESTRÉS OSMÓTICO 
 
El estrés osmótico ha permitido conocer aspectos de la adaptación celular de Saccharomyces 
cerevisiae al estrés con gran detalle (Saito y Posas, 2012). Este estrés provoca la pérdida 
inmediata de agua y la acumulación de cationes potencialmente dañinos en el interior de la 
célula (Hohmann et al., 2007; Hohmann, 2015). La principal vía de señalización que responde 
ante el estrés osmótico es la vía de señalización HOG (High Osmolarity Glycerol), que tiene como 
núcleo central la MAPK Hog1 (Brewster y Gustin, 2014).  
 
La vía de señalización HOG regula numerosas respuestas adaptativas ante el estrés osmótico. 
Hog1 es el encargado de coordinar un cambio en el programa de expresión génica global de la 
célula (Martinez-Montanes et al., 2010; de Nadal y Posas, 2015), de forma que se inducen los 
genes involucrados en la adaptación a estrés y se reprimen aquellos responsables del 
crecimiento y la proliferación celular. La MAPK Hog1 es la responsable del control de la 
biosíntesis y la acumulación de glicerol en respuesta al estrés osmótico (Albertyn et al., 1994) y 
también de la detención del ciclo celular (Saito y Posas, 2012) y la represión de la replicación 
para evitar la competición entre la ADN polimerasa y la ARN polimerasa (Duch et al., 2013). 
 
Recientemente, se ha observado que el estrés osmótico induce respuestas adaptativas en las 
que se ven implicados mitocondrias y peroxisomas. Concretamente, se observa una alteración 
en el equilibrio metabólico entre la fermentación y la respiración, al producirse un cambio 
inmediato hacia la respiración. Esto se produce por la inducción de biomasa mitocondrial y 
componentes mitocondriales específicos (Pastor et al., 2009). Además, se produce la activación 
de la biogénesis peroxisomal y la oxidación de ácidos grasos por E-oxidación (Manzanares-
Estreder et al., 2017).  
 
Las posibles razones que explican la necesidad de que se produzca un cambio metabólico 
transitorio de la fermentación de los azúcares a la degradación oxidativa de las grasas 
almacenadas internamente son diversas. Una es que la presencia del estrés osmótico interfiere 
con la absorción de azúcares en los cultivos de levadura (Wei et al., 1982), por lo que puede 
producirse una inhibición de la actividad transportadora de las permeasas de azúcares, que 
explica la inducción de la expresión de diversos sistemas de captación de azúcares en la 
membrana plasmática (Posas et al., 2000; Rep et al., 2000). Además, la biosíntesis masiva de 
glicerol que se produce en respuesta a un estrés osmótico puede reducir adicionalmente la 
captación de azúcares debido a la formación de un subproducto tóxico, el metilglioxal. Éste se 
acumula en las levaduras e induce enzimas detoxificantes (Aguilera y Prieto, 2001; Rep et al., 




pero aun así es capaz de inhibir también las permeasas de azúcares (Yoshida et al., 2012; Roy et 
al., 2016).  
 
En definitiva, el estrés osmótico causa un estrés nutricional que se contrarresta con diferentes 
ajustes metabólicos. Todo esto sugiere que una correcta adaptación a dicho estrés depende de 
un cambio metabólico transitorio de la fermentación de azúcares hacia el catabolismo oxidativo 
de los ácidos grasos internos en los peroxisomas y las mitocondrias (Pascual-Ahuir et al., 2017). 
 
1.4. ENVEJECIMIENTO Y SU ESTUDIO EN LEVADURA 
 
El envejecimiento es un proceso multisistémico complicado que ha sido un auténtico enigma en 
investigación. Sin embargo, en las dos últimas décadas se han producido importantes 
descubrimientos. Sorprendentemente, gran parte del éxito de la investigación centrada en el 
envejecimiento ha empleado uno de los organismos modelos más simples: la levadura 
Saccharomyces cerevisiae, en la cual el envejecimiento ha sido estudiado a través de dos 
ensayos principalmente: replicativo y cronológico (Longo et al., 2012). 
 
Los estudios de vida replicativa, o “Replicative Life Span” (RLS), datan de hace más de 50 años 
(Mortimer y Johnston, 1959). Estos ensayos se basan en el hecho de que las células de levadura 
se dividen por brotación asimétrica dando lugar a células hijas de tamaño inferior al de las 
células de las que proceden. El objetivo de estos estudios es determinar el número de divisiones 
que sufre una célula de levadura. Para ello, las células hija que se van generando se eliminan 
una vez empiezan a dividirse, y esto permite observar cómo las células no presentan una división 
infinita, sino que sufren un número limitado de divisiones, entre 20 y 25, entran en un estado 
post-replicativo corto, y, a continuación, se produce la lisis celular (Longo et al., 2012). 
 
Uno de los genes de envejecimiento más famosos en levadura es SIR2, que codifica una proteína 
deacetilasa dependiente de NAD de la familia de las Sirtuinas. Estas proteínas se relacionaron 
por primera vez con el envejecimiento en levaduras al demostrar que la sobreexpresión de SIR2 
tenía como consecuencia un alargamiento de la RLS (Kaeberlein et al., 1999).  
 
Una reducción de la disponibilidad de nutrientes sin llegar a la desnutrición ha demostrado 
prolongar la vida en diversos organismos, desde las levaduras hasta los primates (Anderson y 
Weindruch, 2012; Katewa y Kapahi, 2010). Una consecuencia de la restricción nutricional es el 
aumento de la RLS a través de SIR2, aunque se han identificado otras proteínas de la familia de 
las Sirtuinas que también median el aumento de la vida replicativa (Longo et al., 2012). Otra 
consecuencia de la disminución de nutrientes disponibles es la reducción de la señalización a 
través de las rutas Ras-PKA y TOR/Sch9, que regulan el crecimiento, el metabolismo y la 
resistencia al estrés en respuesta a la disponibilidad de nutrientes, produciéndose un aumento 
de la RLS (Fabrizio et al., 2004; Kaeberlein et al., 2005). Además, mutaciones en las rutas Ras-
PKA y TOR/Sch9 provocan un aumento de la RLS aún en presencia de nutrientes, y se relacionan 
con una resistencia al estrés oxidativo, lo que plantea la posibilidad de que el daño oxidativo sea 
un factor principal del envejecimiento replicativo de la levadura. Sin embargo, ha sido difícil 




Un mecanismo distinto a SIR2 y a la restricción de nutrientes, que es la actividad mejorada del 
proteasoma, ha demostrado también aumentar la vida replicativa de las células (Kruegel et al., 
2011). 
 
La vida cronológica, o “Chronological Life Span” (CLS), es el periodo de tiempo que sobrevive 
una célula de levadura que no se divide. La CLS se mide normalmente haciendo crecer un cultivo 
de células en la fase post-diauxica, que es la etapa que se inicia unas 24 horas después de la 
inoculación, cuando las células agotan la glucosa extracelular, reducen drásticamente el 
crecimiento y cambian a un modo de metabolismo respiratorio mitocondrial dependiente del 
etanol generado durante la fermentación (Werner-Washburne et al., 1996). La fase estacionaria 
se inicia al final de la fase post-diauxica, entre los días 2 y 7, y está caracterizada por tasas 
metabólicas más bajas y por la regulación positiva de las vías de resistencia al estrés (Longo et 
al., 2012). 
 
Los estudios de vida cronológica complementan los de vida replicativa, pues permiten el análisis 
de las células que no se dividen de organismos superiores (Fabrizio y Longo, 2007; Longo, 1997; 
Longo et al., 1996). 
 
Las dos rutas principales implicadas son la ruta TOR/S6K (Fabrizio et al., 2001), que es activada 
por aminoácidos y otros nutrientes, y la ruta Ras/adenilato ciclasa (AC)/PKA (Longo et al., 1999; 
Fabrizio et al., 2003), que es activada principalmente por glucosa pero también por otros 
nutrientes. Estas vías detectan la disponibilidad de nutrientes y controlan su utilización. Ambas 
vías convergen en el regulón de resistencia al estrés que incluye Rim15 y los factores de 
transcripción Msn2/Msn4 y Gis1 (Pedruzzi et al., 2003; Wei et al., 2008). Estos factores también 
regulan el metabolismo y la acumulación y uso de fuentes de carbono intracelulares y 
extracelulares (Bonawitz et al., 2007; Wei et al., 2008). 
 
La inhibición de la ruta TOR/S6K y la ruta Ras/adenilato ciclasa (AC)/PKA aumenta la CLS, lo cual 
requiere cambios a gran escala en la expresión génica y posiblemente en la reprogramación 
epigenética (Cheng et al., 2007; Ge et al., 2010). Esto sucede en una situación de crecimiento 
calórico restringido, en la cual se observa un aumento en la respiración y en la producción de 
ROS, pero también en la capacidad detoxificante, lo que apoya el estrés mitocondrial como una 
pieza central en el envejecimiento cronológico (Longo et al., 2012). 
 
1.5. LUCIFERASA DESESTABILIZADA Y SU USO EN LA CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN 
GÉNICA EN LEVADURA 
 
La modulación dinámica de la expresión génica es esencial para entender la respuesta de los 
sistemas biológicos a los estímulos externos. La levadura es un modelo excelente que permite 
describir el impacto de los cambios ambientales en la transcripción a nivel de todo el organismo 
y caracterizar los eventos moleculares que conducen a la activación de la expresión génica (Hahn 





Tradicionalmente, la transcripción se mide mediante la determinación directa o indirecta del 
nivel de ARNm de un gen de interés o mediante la detección de una actividad enzimática 
reportera cuya expresión está controlada por el promotor de interés. Sin embargo, estos 
métodos requieren la disrupción celular y normalmente también mucho tiempo de preparación 
(Rienzo et al, 2012). Otra opción es emplear reporteros fluorescentes como la proteína GFP 
(“Green Fluorescence Protein”), que permite estudiar la expresión génica visualizando la 
actividad transcripcional instantáneamente en la célula viva individual sin alterar su integridad 
(Cormack, 1998). Sin embargo, es necesaria la excitación empleando una fuente de luz externa 
que interfiere con la cuantificación de la expresión génica.  Además, las respuestas 
transcripcionales son transitorias en muchos casos y están reguladas por la duración y la 
intensidad del estímulo (Yosef y Regev, 2011), por lo que se requieren versiones desestabilizadas 
de los reporteros fluorescentes, que en muchos casos son relativamente duraderas (Mateus y 
Avery, 2000). 
 
En cuanto a la reacción bioluminiscente 
catalizada por la luciferasa, es un sistema 
reportero que ha sido adaptado a estudios 
de expresión génica en mamíferos, insectos, 
plantas y hongos filamentosos (Miraglia et 
al., 2011). El sustrato de la luciferasa de 
luciérnaga es la luficerina, cuya oxidación da 
lugar a oxiluciferina, mediante el empleo de 
ATP y la consecuente emisión de un fotón 
(Thorne et al, 2010), siendo la luz emitida 
una medida inmediata y muy sensible de la 
actividad enzimática sin necesidad de 
excitación externa (Rienzo et al., 2012) 
(Ilustración 3).   
 
En levadura, se han creado versiones de 
luciferasa de vida corta de 20-30 minutos 
para monitorizar las respuestas 
transcripcionales en Schizosaccharomyces 
pombe (Deng et al., 2006) y para estudiar la regulación génica en Saccharomyces cerevisiae 
(Robertson et al., 2008; Robertson y Johnson, 2011). 
 
El uso de luciferasa desestabilizada es útil para determinar parámetros cinéticos como la 
velocidad de síntesis, la duración de la actividad de expresión génica, la actividad máxima o la 
fase de latencia después de la estimulación, además de la forma en la que diferentes cambios 
ambientales modulan estos parámetros en la célula viva (Rienzo et al., 2012). 
Ilustración 3. Esquema del funcionamiento del sistema 
luciferasa a nivel molecular. La ARN polimerasa y los 
factores de transcripción son reclutados y activan el 
promotor en presencia de estrés. El resultado de la 
transcripción es un ARNm que tras la traducción da lugar al 
enzima luciferasa. (Thermo Scientific, Luciferase Reporters). 
 
Ilustración 51. Sistema MEP. (A) Componentes del sistema 
MEP. Cre-EBD78 es una nueva versión de una proteína de 
fusión entre la recombinasa Cre del bacteriófago P1 y el 
dominio de unión a estrógenos del receptor de estrógenos 
murino, que depende del estradiol para su actividad. 
PSCW11-cre-EBD78 se expresa en células recién nacidas, 
utilizando un promotor específico derivado de SCW11. Los 
genes diana se construyen mediante la introducción de 
sitios loxP (triángulos). Para UBC9, la recombinación entre 
los sitios loxP elimina el exón 2. Para CDC20, la 
recombinación entre sitios loxP elimina el exón 1. En ambos 
casos, se generan proteínas incapaces de desarrollar su 
función. (B) Localización esperada de Cre-EBD78 
(sombreado) en respuesta al estradiol. La expresión de 
PSCW11-cre-EBD78 está restringida a la fase G1 de las 
células hija. En ausencia de estradiol, la proteína de fusión 
se secuestra en el citoplasma. Tras la unión del ligando, la 
proteína de fusión se transloca al núcleo (círculo pequeño), 
donde puede actuar sobre los sitios diana loxP (Lindstrom y 
Gottschling, 2009).Ilustración 52. Esquema del 
funcionamiento del sistema luciferasa a nivel molecular. La 
ARN polimerasa y los factores de transcripción son 

























Los objetivos del presente trabajo son los siguientes: 
 
▪ Estudiar el nivel de implicación de mitocondrias y peroxisomas en la respuesta 
transcripcional a estrés osmótico. 
 
▪ Comparar la interacción física entre peroxisomas y mitocondrias en condiciones de 
fermentación, estrés osmótico y respiración. 
 









































3. Materiales y métodos







La cepa bacteriana empleada en este trabajo para el aislamiento y la propagación de plásmidos 
fue la cepa DH5D de Escherichia coli, con genotipo: F’Ф80dlacZΔM15 Δ(lacZYA–argF) deoRrecA1 




Las cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae utilizadas en el presente trabajo se 
encuentran recogidas en la Tabla 1. 
 
Tabla 1. Cepas de levadura empleadas. 
Cepa Genotipo Procedencia 
BY4741 MATa; his3'1; leu2'0; met15'0; ura3'0 Euroscarf 
BY4741 
'fzo1 
BY4741 fzo1::KAN Euroscarf 
BY4741 
'rpo41 
BY4741 rpo41::KAN Euroscarf 
BY4741 
'pex3 
BY4741 pex3::KAN Euroscarf 
BY4741 
'pex19 














MATa/MATα his3Δ1/his3Δ1 leu2Δ0/leu2Δ0 
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▪ Medio LB (“Luria Bertani”): Para su preparación, se disolvió en agua MiliQ un 1% de 
triptona, un 0,5% de extracto de levadura y un 1% de NaCl. La disolución se autoclavó a 




▪ Medio SD (“Synthetic Dextrose”): Para su preparación, se disolvió en agua MiliQ un 2% 
de glucosa (dextrosa) y un 0,67% de base nitrogenada de levadura sin aminoácidos y 
con sulfato de amonio. En caso de preparar SD sólido se añadió también un 2% de agar 
bacteriológico. La disolución se autoclavó a 121qC durante 20 minutos. A continuación, 
el medio se suplementó con los aminoácidos requeridos a partir de un stock 100X con 
uracilo (2,5 g/L), leucina (10 g/L) y metionina (10 g/L) y, por último, se ajustó el pH del 
medio con ácido succínico 0,5M a pH 5,5 o a pH 3. 
 
▪ Medio SGal (“Synthetic Galactose”): Para su preparación, se disolvió en agua MiliQ un 
2% de galactosa y un 0,67% de base nitrogenada de levadura sin aminoácidos y con 
sulfato de amonio. La disolución se autoclavó a 121qC durante 20 minutos. A 
continuación, el medio se suplementó con los aminoácidos requeridos a partir de un 
stock 100X con uracilo (2,5 g/L), leucina (10 g/L) y metionina (10 g/L) y, por último, se 
ajustó el pH del medio con ácido succínico 0,5M a pH 5,5. 
 
▪ Medio YPD (“Yeast extract-Peptone-Dextrose”): Para su preparación, se disolvió en 
agua MiliQ un 1% de extracto de levadura, un 2% de peptona y un 2% de glucosa 
(dextrosa). En caso de preparar YPD sólido se añadió también un 2% de agar 
bacteriológico. La disolución se autoclavó a 121qC durante 20 minutos y, por último, se 
ajustó el pH del medio con ácido succínico 0,5M a pH 5,5. 
 
El medio YPD se preparó a pH 3 para realizar los ensayos de bioluminiscencia en el 
luminómetro de una forma ligeramente diferente. Por una parte, se disolvió en agua 
MiliQ un 1% de extracto de levadura y un 2% de peptona. Por otra parte, se disolvió en 
agua MiliQ un 2% de glucosa (dextrosa). Ambas disoluciones se autoclavaron a 121qC 
durante 20 minutos, se mezclaron en las proporciones adecuadas y se ajustó el pH con 




En la Tabla 2 aparecen descritos todos los plásmidos empleados a lo largo del trabajo. 
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Plásmido de levadura centromérico con gen de resistencia a ampicilina, gen 
HIS3 y con el promotor del gen CTT1, nucleótidos -983/-10, fusionado con 
luc CP+, el gen de la luciferasa de luciérnaga desestabilizada 
(Dolz et al., 2013) 
pAG413-
SOD2-luc CP+ 
Plásmido de levadura centromérico con gen de resistencia a ampicilina, gen 
HIS3 y con el promotor del gen SOD2, nucleótidos -977/-16, fusionado con 
luc CP+, el gen de la luciferasa de luciérnaga desestabilizada 




Plásmido de levadura con terminador de CYC1, gen de resistencia a 
kanamicina y gen de luciferasa de luciérnaga desestabilizada luc CP+ 
(Saiz, 2014) 
 
Los plásmidos empleados para la transformación de la cepa salvaje (BY4741), las cepas mutantes 
mitocondriales ('fzo1 y 'rpo41) y las cepas mutantes peroxisomales ('pex3 y 'pex19) fueron 
pAG413-CTT1-luc CP+ y pAG413-SOD2-luc CP+. Para la propagación de estos plásmidos se 
empleo la cepa DH5D de Escherichia coli y, a partir de cultivos bacterianos de 3 mL en medio LB, 
se llevó a cabo la purificación del ADN plasmídico empleando el kit NucleoSpin® Plasmid 
(Machery-Nagel).  
 
La pureza de los plásmidos purificados se comprobó mediante la digestión de estos, haciendo 
uso de las enzimas de restricción SmaI y SacI. La reacción se preparó con 2 PL del ADN 
plasmídico, 2 PL de tampón Tango (10X), 16 PL de agua MiliQ y 0,2 PL de la enzima SmaI (10 
U/PL). A continuación, se incubó a 25qC durante 1 hora, se añadieron 0,5 PL de la enzima SacI 
(10 U/PL) y se incubó a 37qC durante toda la noche. Por último, al día siguiente, se llevó a cabo 
una electroforesis en gel de agarosa al 1% para comprobar la pureza de estos plásmidos. 
 
Además, se comprobó la eficiencia de la purificación con la medida de la concentración de los 
plásmidos purificados empleando el espectrofotómetro NanoDrop™ 2000c. 
 
El plásmido empleado para la obtención de la construcción integrativa en la cepa UCC4925 fue 
pUG6-luc CP+-CYC1t-KAN. De nuevo, para la propagación del plásmido se empleó la cepa DH5D 
de Escherichia coli, y se purificó el ADN plásmidico a partir de un cultivo bacteriano de 3 mL en 
medio LB, haciendo uso del kit NucleoSpin® Plasmid (Machery-Nagel). La eficiencia de la 
purificación se comprobó también en este caso con la medida de la concentración empleando 
el espectrofotómetro NanoDrop™ 2000c. 
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A continuación, para conseguir la construcción deseada y amplificar el cassete sod2::SOD2p-luc 
CP+-KAN-SOD2, se llevó a cabo una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) empleando los 
cebadores SOD2-luc-fw y SOD2-luc-rev, cuyas secuencias se encuentran recogidas en el Anexo 
I. La reacción se realizó en un volumen de 100 PL, constituidos por 1 PL del plásmido (10 ng/PL), 
1 PL de cada uno de los cebadores (100 pmol/PL), 10 PL de dNTPs (2 mM), 10 PL de tampón de 
la Taq polimerasa con MgCl2 (10X), 2 PL de Taq polimerasa (0,5 U/PL) y 75 PL de agua MiliQ. Las 
condiciones de amplificación fueron: un paso de desnaturalización de 5 minutos a 95°C; 40 ciclos 
de amplificación (desnaturalización durante 30 segundos a 95°C, alineamiento durante 30 
segundos a 53°C y extensión de la ADN polimerasa durante 3 minutos a 72°C); y un paso final de 
elongación a 72°C durante 7 minutos.   
 
Con el objetivo de confirmar que la reacción de amplificación se había realizado de forma 
correcta, se llevó a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1%. De esta forma, se confirmó 
que la construcción había sido exitosa al observar los fragmentos de 3,5 Kb.  
 
Tras comprobar que se había logrado la construcción deseada, se purificó el producto obtenido 
en la PCR empleando el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Machery-Nagel). 
 
3.4. TRANSFORMACIÓN DE LEVADURAS 
 
Tanto para la transformación de la cepa salvaje (BY4741), las cepas mutantes mitocondriales 
('fzo1 y 'rpo41) y las cepas mutantes peroxisomales ('pex3 y 'pex19), como para la 
transformación de la cepa de estudio del envejecimiento UCC4925, se empleó el método del 
acetato de litio (Gietz et al., 1995).  
 
En primer lugar, se creció un cultivo líquido en agitación de la cepa correspondiente en 50 mL 
de medio YPD hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm (OD600) de entre 0,7 y 1,2. A 
continuación, se centrifugaron las células en un tubo Falcon de 50 mL (3 mins, 3000 rpm) y se 
lavaron con agua estéril y con LiTE 1X estéril (0.1M acetato de litio, 10mM Tris/HCl pH 7.6, 1mM 
EDTA). Las células fueron resuspendidas en 500 PL de LiTE 1X estéril y se incubaron a 30qC 
durante 15 minutos para hacerlas competentes. Transcurridos los 15 minutos, a 60 PL de células 
competentes se añadieron 10 PL del ADN correspondiente, ya purificado, y 300 PL de LiTE/40% 
PEG4000 (9 volúmenes 45% PEG4000, 1 volumen 10X LiTE), y se mezcló con ayuda del vórtex. 
La mezcla se incubó a 30qC durante 30 minutos y a 42qC durante 20 minutos, para así permitir 
la entrada del ADN en las células competentes.  
 
A partir de este punto, el proceso de transformación fue diferente para la cepa salvaje y las 
cepas mutantes y para la cepa de estudio del envejecimiento. 
 
En la transformación de la cepa salvaje (BY4741), las cepas mutantes mitocondriales ('fzo1 y 
'rpo41) y las cepas mutantes peroxisomales ('pex3 y 'pex19), la mezcla se centrifugó (20 segs, 
5000 rpm) y se lavó con agua estéril. El sobrenadante se eliminó, las células se resuspendieron 
en el líquido remanente y se sembraron en placas con medio SD, que se incubaron a 30qC 
durante 1-2 días. 
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En la transformación de la cepa UCC4925, la mezcla, a la que en el paso previo a las incubaciones 
también se le había añadido 5 PL de ADN de esperma de salmón, se centrifugó, se eliminó el 
sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 mL de medio YPD. A continuación, se incubó 
a 30qC durante 2 horas con el objetivo de permitir la inserción de los fragmentos en el genoma 
de levadura mediante recombinación homóloga. Transcurridas las 2 horas, se centrifugó (1 min, 
10000 rpm), se lavó con agua estéril y las células se resuspendieron en el líquido remanente. Por 
último, las células se sembraron en placas YPD, en las cuales se había añadido previamente 
geneticina (G418) (250X), y se incubaron a 30qC durante 1-2 días. 
 
Transcurridos 1 o 2 días desde la siembra de las placas, aquellas colonias crecidas en éstas, se 
consideraron las colonias transformadas y fueron las empleadas en los ensayos de 
bioluminiscencia. 
 
3.5. EXTRACCIÓN DEL ADN CROMOSÓMICO 
 
Tras la transformación de la cepa UCC4925, en la cual se pretendía conseguir una construcción 
integrativa, se comprobó la correcta inserción del fragmento en el genoma. Con el objetivo 
descrito, se extrajo el ADN genómico de las colonias crecidas tras la transformación de la cepa 
UCC4925 siguiendo un protocolo de aislamiento rápido del ADN genómico.  
 
En primer lugar, para cada colonia crecida, se creció un cultivo en 3 mL de medio YPD en 
agitación a 30qC durante toda la noche. Las células se centrifugaron (30 segs, 5000 rpm) y se 
lavó el pellet con 1 mL de agua estéril. A continuación, el pellet se resuspendió en 200 PL de 
tampón de protoplastos PP (100mM Tris/HCl pH 7,5, 10mM EDTA, 10μl/ml β-mercaptoetanol, 
0,2mg/ml zimoliasa) y se incubó a 37qC durante 1 hora. Transcurrida 1 hora, se añadieron 200 
PL de tampón de lisis (0,2M NaOH, 1% SDS), se mezcló por inversión y se incubó a 65qC durante 
20 minutos. Tras 20 minutos, se añadieron 200 PL de acetato potásico 5M a pH 5,5, se mezcló 
por inversión y se centrifugó 3 minutos a máxima velocidad (13.400 rpm). El sobrenadante fue 
transferido a un nuevo tubo eppendorf, se añadieron 600 PL de isopropanol para precipitar el 
ADN cromosómico y se mezcló por inversión. De nuevo, se centrifugó a máxima velocidad 
(13.400 rpm) durante 1 minuto, y se lavó el pellet con etanol al 70%. Por último, para conseguir 
un secado óptimo del pellet, se incubó a 45qC durante 20 minutos, y después se resuspendió en 
50 PL de tampón TE (10mM Tris/HCl pH 7,5, 1mM EDTA). 
 
A partir del ADN genómico que se extrajo mediante el protocolo anterior, se realizó una reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR), empleando los cebadores SOD2-Chk-luc y LucSeqRev, cuyas 
secuencias se encuentran recogidas en el Anexo I. La reacción de PCR se realizó en un volumen 
de 50 PL, constituido por 1 PL del ADN genómico, 1 PL de cada uno de los cebadores (100 
pmol/PL), 5 PL de dNTPs (2 mM), 5 PL de tampón de la Taq polimerasa con MgCl2 (10X), 1 PL de 
Taq polimerasa (0,5 U/PL) y 36 PL de agua MiliQ. Las condiciones de amplificación fueron: un 
paso de desnaturalización de 5 minutos a 95°C; 40 ciclos de amplificación (desnaturalización 
durante 30 segundos a 95°C, alineamiento durante 30 segundos a 53°C y extensión de la ADN 
polimerasa durante 2 minutos a 72°C); y un paso final de elongación a 72°C durante 7 minutos. 
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Por último, se llevó a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1%. De esta forma, se confirmó 
que la inserción del fragmento en el genoma había sido exitosa al observar los fragmentos de 
400 pb.  
 
3.6. ANÁLISIS DE LA RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL A ESTRÉS OSMÓTICO CON EL SISTEMA 
LUCIFERASA 
 
Con el objetivo de estudiar los cambios en la expresión génica en respuesta a estrés osmótico, 
más concretamente, estudiar la implicación de mitocondrias y peroxisomas en dicha respuesta, 
se emplearon cinco cepas distintas de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Una de ellas fue 
BY4741, que es una cepa silvestre (WT). Las cuatro cepas restantes eran mutantes, dos de ellas 
mitocondriales, 'fzo1 y 'rpo41, y las otras dos peroxisomales, 'pex3 y 'pex19.  
 
Respecto a las cepas mutantes mitocondriales, la cepa 'fzo1 es mutante para la mitofusina fzo1, 
que es una GTPasa implicada en la fusión mitocondrial, mientras que 'rpo41 carece de la ARN 
polimerasa mitocondrial. Por otra parte, en cuanto a las cepas mutantes peroxisomales, 'pex3 
y 'pex19 carecen de proteínas necesarias para la correcta localización y estabilidad de las 
proteínas de membrana peroxisomales. 
 
Como se ha descrito anteriormente, las cinco cepas fueron transformadas con dos plásmidos: 
pAG413-CTT1-luc CP+ y pAG413-SOD2-luc CP+. Estos son una construcción del gen de la 
luciferasa de luciérnaga desestabilizada fusionado con un promotor. En este caso, CTT1 y SOD2, 
que son promotores inducibles por estrés, por lo que, tras la transformación, se llevaron a cabo 
ensayos de bioluminiscencia tratando las células con disoluciones de NaCl a distintas 
concentraciones para cuantificar así cambios en la expresión génica en respuesta al estrés salino 
gracias a los genes reporteros CTT1 y SOD2 presentes en las cinco cepas.  
 
En primer lugar, se prepararon precultivos de las cinco cepas transformadas con los dos 
plásmidos en 3 mL de medio SD a pH 5,5, y se incubaron a 30qC en agitación durante 24 horas. 
A partir de estos, se prepararon los cultivos en 3,5 mL de medio SD a pH 3, y se incubaron de 
nuevo a 30qC en agitación. Estos cultivos se crecieron hasta alcanzar una densidad óptica a 600 
nm (OD600) de 2-2,5 y, a continuación, se añadieron 50 μL del sustrato luciferina (10mM) por 
cada 1 mL de cultivo, es decir, 165 PL, pues 200 μL del cultivo se emplearon para la medida de 
la densidad óptica, por lo que el volumen final fue de 3,3 mL. A continuación, estos cultivos con 
el sustrato luciferina se incubaron a 30qC en agitación durante 1 hora.  
 
Durante la incubación, se preparó el estrés salino. En primer lugar, se preparó un stock a una 
concentración 5M disolviendo NaCl en agua MiliQ. A partir de esta disolución, se prepararon 12 
stocks a diferentes concentraciones: 0, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8 y 1M, que 
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Una vez transcurrido el tiempo de incubación de los cultivos con el sustrato luciferina, se preparó 
la placa de 96 pocillos añadiendo 30 μL de estrés salino a cada pocillo, ensayando las doce 
concentraciones por duplicado, es decir, empleando dos pocillos para cada concentración. Por 
último, se cargaron 120 μL de cultivo por pocillo, ocupando cada cepa dos filas, que es lo que 
ocupaban las doce concentraciones del estrés ensayadas por duplicado. A continuación, la placa 
se introdujo en el luminómetro GloMax®-Multi Detection System y se escogieron los 
parámetros: 99 lecturas de placa, 1 seg/pocillo y periodos de 3 minutos.  
 
El análisis de los datos se llevó a cabo empleando el programa Microsoft Excel.  
 
3.7. ENSAYO BiFC IN VIVO 
 
Con el objetivo de estudiar la interacción física entre peroxisomas y mitocondrias, 
concretamente una interacción ya descrita entre Pex11 y Mdm34, se llevó a cabo un ensayo 
BiFC, que se basa en la complementación estructural entre dos fragmentos no fluorescentes N-
terminal y C-terminal de una proteína fluorescente, que se fusionan a proteínas de interés, de 
forma que, si las dos proteínas interaccionan, los fragmentos reconstituyen la proteína 
fluorescente intacta, lo cual se puede visualizar utilizando microscopía de fluorescencia (Kodama 
y Hu, 2012). 
 
Pex11 es una proteína peroxisomal requerida para la E-oxidación de ácidos grasos de cadena 
media y para la proliferación de peroxisomas. Por otra parte, Mdm34 es un componente 
mitocondrial del complejo ERMES (“Endoplasmic Reticulum-Mitochondria Encounter 
Structure”) que vincula el retículo endoplásmico a las mitocondrias. La interacción entre estas 
dos proteínas fue descrita por Mattiazzi Ušaj et al. (2015). Este grupo construyó las cepas BY4741 
VNPEX11-MDM34VC y BY4741 VNPEX11-PEX11VC empleando la proteína Venus, que es una 
versión mejorada de la proteína fluorescente amarilla, o “Yellow Fluorescent Protein” (YFP). En 
ambas cepas, el extremo N-terminal de la proteína Venus fue usado para el marcaje del extremo 
N-terminal de PEX11, y el extremo C-terminal de la proteína Venus fue usado para el marcaje 
del extremo C-terminal de MDM34 en la primera cepa y para marcar el extremo C-terminal de 
PEX11 en la segunda cepa, que sirvió como control positivo. 
 
En el presente trabajo, empleando las cepas BY4741 VNPEX11-MDM34VC y BY4741 VNPEX11-
PEX11VC, proporcionadas por el Laboratorio de Uros Petrovic, se llevó a cabo el ensayo BiFC para 
estudiar la interacción entre Pex11 y Mdm34 en tres condiciones diferentes: medio SD, medio 
SD con NaCl (0,8M) y medio SGal. 
 
En primer lugar, se preparó, de ambas cepas, un precultivo en 3 mL de medio SD, que se incubó 
a 30qC en agitación durante unas 24 horas. A partir de cada precultivo, se prepararon los cultivos 
de 50 mL en medio SD, medio SD + NaCl (0,8M) y medio SGal, que se incubaron a 30qC en 
agitación durante unas 24 horas. Por último, 3 mL de cada cultivo se centrifugaron (1 min, 3000 
rpm), se lavaron con 1 mL del medio correspondiente y se resuspendieron en 0,5 mL de dicho 
medio.  
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Para la visualización de las células y de la interacción entre Pex11 y Mdm34, se colocaron 10 μL 
sobre un portaobjetos, se colocó un cubreobjetos, y sobre éste se añadió una gotita de aceite 
de inmersión.  
 
El microscopio utilizado para analizar las células de levadura fue el Microscopio Confocal Leica 
SP8 con el objetivo HCXPL APO CS2 aceite, con resolución (nm) (xy/z) 139.43/235,82, 
aumento/apertura 63x/1,40 y distancia libre de trabajo 0,140 mm. Para la visualización de la 
proteína Venus se aplicó una longitud de onda de excitación de 514 nm, y su longitud de emisión 
fue de 527 nm. 
 
3.8. ANÁLISIS DE LA RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL A ESTRÉS OXIDATIVO CON EL SISTEMA 
LUCIFERASA 
 
Con el objetivo de estudiar los cambios en la 
expresión génica en respuesta a estrés 
oxidativo, más concretamente, estudiar la 
influencia del envejecimiento, tanto replicativo 
como cronológico, en dicha respuesta, se 
empleó la cepa UCC4925, con la que se llevaron 
a cabo estudios de envejecimiento replicativo y 
de envejecimiento cronológico. 
 
La cepa UCC4925 presenta un sistema que 
permite la división de las células madre e impide 
la de las células hija. Este sistema logra este 
objetivo al interrumpir genes esenciales para la 
progresión del ciclo celular mediante la acción 
de una recombinasa, que se induce por 
estradiol en células recién nacidas. La 
eliminación de estos genes por recombinación 
da lugar a células hija que se detienen 
permanentemente en la fase M. Este sistema 
forma parte del método conocido como 
“Mother Enrichment Program” (MEP), que 
tiene como fin restringir la capacidad replicativa 
de las células hija, permitiendo que las células 
madre logren una vida replicativa normal. 
(Ilustración 4). De esta forma, es posible llevar a 
cabo los estudios de vida replicativa, o 
“Replicative Life Span” (RLS), que tienen como 
objetivo determinar el número de divisiones 
que experimenta una célula antes de entrar en 
senescencia (Lindstrom y Gottschling, 2009). 
 
Ilustración 4. Sistema MEP. (A) Componentes del 
sistema MEP. Cre-EBD78 es una nueva versión de una 
proteína de fusión entre la recombinasa Cre del 
bacteriófago P1 y el dominio de unión a estrógenos del 
receptor de estrógenos murino, que depende del 
estradiol para su actividad. PSCW11-cre-EBD78 se 
expresa en células recién nacidas, utilizando un 
promotor específico derivado de SCW11. Los genes 
diana se construyen mediante la introducción de sitios 
loxP (triángulos). Para UBC9, la recombinación entre los 
sitios loxP elimina el exón 2. Para CDC20, la 
recombinación entre sitios loxP elimina el exón 1. En 
ambos casos, se generan proteínas incapaces de 
desarrollar su función. (B) Localización esperada de Cre-
EBD78 (sombreado) en respuesta al estradiol. La 
expresión de PSCW11-cre-EBD78 está restringida a la 
fase G1 de las células hija. En ausencia de estradiol, la 
proteína de fusión se secuestra en el citoplasma. Tras la 
unión del ligando, la proteína de fusión se transloca al 
núcleo (círculo pequeño), donde puede actuar sobre los 
sitios diana loxP (Lindstrom y Gottschling, 2009). 
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Como se ha descrito anteriormente, la cepa UCC4925 fue transformada logrando una 
construcción integrativa del gen de la luciferasa de luciérnaga desestabilizada fusionado con 
SOD2, que es un promotor inducible por estrés, por lo que, tras la transformación, se llevaron a 
cabo ensayos de bioluminiscencia tratando las células con disoluciones de H2O2 a distintas 
concentraciones para cuantificar así cambios en la expresión génica en respuesta al estrés 
oxidativo a medida que las células experimentaban el envejecimiento. 
 
En primer lugar, se preparó un precultivo de la cepa UCC4925 transformada en 3 mL de medio 
YPD, y se incubó a 30qC en agitación durante 24 horas. A partir de este precultivo, se prepararon 
dos cultivos en matraces con 100 mL de medio YPD a pH 3, que se incubaron de nuevo a 30qC 
en agitación. Uno de estos cultivos se empleó para el ensayo del envejecimiento cronológico, y 
el otro para el estudio del envejecimiento replicativo, al cual se añadieron, a las 24 horas del 
inicio del cultivo, 10 μL de estradiol (10 mM) para conseguir una concentración 1 μM. 
 
En el caso del envejecimiento replicativo, se realizaron ensayos a cuatro tiempos tras la adición 
del estradiol, que se consideró el momento de inicio del cultivo: 0, 24, 48 y 72 horas. En el caso 
del envejecimiento cronológico, se realizaron ensayos a once tiempos tras el inicio del cultivo: 
día 5, 6, 7, 8, 9, 13, 16, 22, 26, 29 y 33. En ambos casos, los matraces se mantuvieron a 30qC en 
agitación durante todo el experimento, y, para cada ensayo, se realizó una medida de la 
densidad óptica a 600 nm (OD600), preparando, a partir de los cultivos originales, nuevos cultivos 
en 4 mL de medio YPD a pH 3 ajustando la densidad óptica a 2,5. 
 
A los cultivos preparados a partir de los originales, se añadieron 50 μL del sustrato luciferina 
(10mM) por cada 1 mL de cultivo, es decir, 200 PL, y se incubaron a 30qC en agitación durante 1 
hora. Durante la incubación, se preparó el estrés oxidativo. Partiendo de un stock de H2O2 a una 
concentración 7,9M, se realizó una dilución 100 mM en agua MiliQ y, a partir de ésta, una nueva 
dilución 7,5 mM, a partir de la cual se prepararon 12 stocks a diferentes concentraciones: 0, 
0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,75, 1 y 1,5 mM, que fueron las concentraciones 
ensayadas con las células. 
 
Una vez transcurrido el tiempo de incubación de los cultivos con el sustrato luciferina, se preparó 
la placa de 96 pocillos añadiendo 30 μL del estrés oxidativo a cada pocillo, ensayando las doce 
concentraciones por duplicado, es decir, empleando dos pocillos para cada concentración. Por 
último, se cargaron 120 μL de cultivo por pocillo, ocupando dos filas, que es lo que ocupaban las 
doce concentraciones del estrés ensayadas por duplicado. A continuación, la placa se introdujo 
en el luminómetro GloMax®-Multi Detection System y se escogieron los parámetros: 99 lecturas 
de placa, 1 seg/pocillo y periodos de 3 minutos.  
 
El análisis de los datos se llevó a cabo empleando el programa Microsoft Excel.  
 
En cada ensayo, además de medir la densidad óptica a 600 nm (OD600), la cual muestra el número 
de células en el cultivo, se midió el número de células vivas presentes. Para ello, a partir del 
cultivo, se realizaron diluciones 1:1.000, 1:10.000 y 1:100.000, y se sembraron en placas YPD, 
que se incubaron a 30qC durante 2-3 días, tras los cuales se realizó un recuento de las colonias 
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4.1. CARACTERIZACIÓN DE LA DINÁMICA TRANSCRIPCIONAL DE CEPAS MUTANTES 
MITOCONDRIALES Y PEROXISOMALES EN RESPUESTA A ESTRÉS OSMÓTICO  
 
El estrés osmótico desencadena una respuesta adaptativa en la levadura Saccharomyces 
cerevisiae que incluye una respuesta transcripcional, produciéndose cambios en la expresión 
génica. El estudio de estos cambios in vivo y a tiempo real es posible utilizando el sistema 
luciferasa.  
 
En este experimento, se emplearon dos construcciones plasmídicas del gen de la luciferasa de 
luciérnaga desestabilizada fusionado con dos promotores inducibles por estrés: CTT1 y SOD2. 
Con estas construcciones, se lograron transformar cinco cepas distintas de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae: la cepa silvestre BY4741, las cepas mutantes mitocondriales 'fzo1 y 
'rpo41, y las cepas mutantes peroxisomales 'pex3 y 'pex19. Y, mediante ensayos de 
bioluminiscencia, en los que las células fueron tratadas con NaCl en un rango de concentraciones 
de 0 a 1M, se pudo caracterizar la respuesta transcripcional de estas cinco cepas al estrés salino 











Figura 1. Caracterización de la dinámica transcripcional del gen reportero CTT1 en respuesta a un baremo de 
concentraciones de NaCl. Curvas dosis-respuesta obtenidas al inducir el promotor CTT1 con un baremo de 
concentraciones de NaCl de 0 a 1M en la cepa silvestre (A), las cepas mutantes mitocondriales: 'fzo1 (B) y 'rpo41 
(C), y las cepas mutantes peroxisomales: 'pex3 (D) y 'pex19 (E) durante 200 minutos. 
 
Para la obtención de la Figura 1 a partir de los datos crudos obtenidos en el ensayo de 
bioluminiscencia de cada una de las cepas con el gen reportero CTT1, se calculó el promedio de 
los valores de los duplicados, se dividió entre la OD600 del cultivo, y los valores obtenidos se 
normalizaron respecto al tiempo 0. Por último, los valores resultantes se representaron frente 
al tiempo, frente a los minutos en los que se realizaron las medidas, obteniendo así la Figura 1. 
 
En la Figura 1, se observa que la respuesta transcripcional máxima en las cinco cepas ocurre 
frente a concentraciones de NaCl de entre 0,4 y 0,6M. Otro fenómeno visible en las cinco cepas 
es el retraso en la aparición de las curvas dosis-respuesta a medida que aumenta la 
concentración de NaCl, probablemente debido a que las células han de realizar un esfuerzo 





Figura 2. Inducción del gen reportero CTT1 en función de la concentración de NaCl. Representación del fold induction 
frente a las doce concentraciones de NaCl ensayadas para las cinco cepas con el gen reportero CTT1. 
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Para obtener la Figura 2, se calculó el fold induction para cada concentración de NaCl ensayada, 
partiendo de los datos ya tratados para la construcción de la Figura 1. Para ello, se dividió la 
actividad máxima del gen reportero CTT1 en respuesta a cada concentración de NaCl entre la 
actividad de dicho gen en respuesta a una concentración 0M de NaCl en ese mismo tiempo, en 
esa misma lectura del luminómetro. Esto se calculó para cada cepa con el gen reportero CTT1 y 
se representó frente a las doce concentraciones de NaCl ensayadas. 
 
Como se puede observar en la Figura 2, la respuesta transcripcional de la cepa silvestre BY4741 
es superior a la del resto de cepas. Una respuesta menor presenta 'pex3 y 'pex19, que son 








Figura 3. Caracterización de la dinámica transcripcional del gen reportero SOD2 en respuesta a un baremo de 
concentraciones de NaCl. Curvas dosis-respuesta obtenidas al inducir el promotor SOD2 con un baremo de 
concentraciones de NaCl de 0 a 1M en la cepa silvestre (A), las cepas mutantes mitocondriales: 'fzo1 (B) y 'rpo41 
(C), y las cepas mutantes peroxisomales: 'pex3 (D) y 'pex19 (E) durante 200 minutos. 
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Para la obtención de la Figura 3 a partir de los datos crudos obtenidos en el ensayo de 
bioluminiscencia de cada una de las cepas con el gen reportero SOD2, se calculó el promedio de 
los valores de los duplicados, se dividió entre la OD600 del cultivo, y los valores obtenidos se 
normalizaron respecto al tiempo 0. Por último, los valores resultantes se representaron frente 
al tiempo, frente a los minutos en los que se realizaron las medidas, obteniendo así la Figura 3. 
 
En la Figura 3, se observa que la respuesta transcripcional máxima en las cinco cepas ocurre 
frente a concentraciones de NaCl de entre 0,4 y 0,8M. En este caso, al igual que con el gen 
reportero CTT1, al analizar la transcripción del gen reportero SOD2 en respuesta a estrés salino 
en las cinco cepas, se observa el retraso en la aparición de las curvas dosis-respuesta a medida 




Figura 4. Inducción del gen reportero SOD2 en función de la concentración de NaCl. Representación del fold 
induction frente a las doce concentraciones de NaCl ensayadas para las cinco cepas con el gen reportero SOD2. 
 
Para obtener la Figura 4, se calculó el fold induction para cada concentración de NaCl ensayada, 
partiendo de los datos ya tratados para la construcción de la Figura 3. Para ello, se dividió la 
actividad máxima del gen reportero SOD2 en respuesta a cada concentración de NaCl entre la 
actividad de dicho gen en respuesta a una concentración 0M de NaCl en ese mismo tiempo, en 
esa misma lectura del luminómetro. Esto se calculó para cada cepa con el gen reportero SOD2 y 
se representó frente a las doce concentraciones de NaCl ensayadas. 
 
De nuevo, en la Figura 4, como ocurre con el gen reportero CTT1, la respuesta transcripcional 
de la cepa silvestre BY4741 es superior a la del resto de cepas. Sin embargo, en este caso, la cepa 
mutante peroxisomal 'pex19 presenta un comportamiento similar a la cepa silvestre e incluso 
el fold induction es superior para cuatro concentraciones de NaCl. Una respuesta menor 
presenta 'pex3, que es la otra cepa mutante peroxisomal, y 'fzo1 y 'rpo41, que son las cepas 
mutantes mitocondriales.  
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Analizando conjuntamente los resultados obtenidos con los dos genes reporteros, CTT1 y SOD2, 
y tomando la cepa silvestre BY4741 como la cepa control, y, por tanto, su respuesta frente al 
estrés salino como la respuesta normal, se observa que las cuatro cepas mutantes estudiadas 
presentan una respuesta disminuida frente al estrés salino. Esta observación parece confirmar 
la implicación de mitocondrias y peroxisomas en la respuesta a dicho estrés, pues con 
anterioridad se ha podido comprobar que el estrés salino induce un cambio inmediato de 
fermentación a respiración mediante la inducción de biomasa mitocondrial y componentes 
mitocondriales específicos (Pastor et al., 2009), además de activar la biogénesis peroxisomal y 
la oxidación de ácidos grasos mediante la E-oxidación (Manzanares-Estreder et al., 2017). Estos 
dos eventos desencadenados por el estrés salino sugieren que es necesario un cambio 
metabólico hacia el catabolismo oxidativo de los ácidos grasos internos en los peroxisomas y las 
mitocondrias para lograr una adaptación exitosa al estrés (Pascual-Ahuir et al., 2017), por lo que 
defectos en estos orgánulos, como los que presentan las cepas mutantes estudiadas, parecen 
impedir una respuesta adecuada al estrés salino. 
 
Sin embargo, como se puede observar en la Figura 2 y en la Figura 4, tanto el gen reportero CTT1 
como el SOD2 presentan una inducción mayor en las cepas mutantes peroxisomales que en las 
cepas mutantes mitocondriales. Esto parece indicar que, aunque han demostrado ser necesarios 
ambos orgánulos en la respuesta al estrés salino, no son igual de importantes en dicha 
respuesta, pues las cepas con mitocondrias funcionales y con peroxisomas no funcionales 
presentan una respuesta más similar a la de la cepa silvestre que aquellas cepas sin actividad 
mitocondrial, pero con actividad peroxisomal. Esto sugiere que los peroxisomas no son la única 
fuente de Acetil-CoA que emplean las mitocondrias para llevar a cabo la respiración celular, por 
lo que, si las mitocondrias son funcionales, aunque los peroxisomas no lo sean, se puede 
producir el cambio de fermentación a respiración necesario para conseguir la adaptación al 
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4.2. ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN FÍSICA ENTRE PEROXISOMAS Y MITOCONDRIAS 
 
En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la E-oxidación de los ácidos grasos únicamente tiene 
lugar en los peroxisomas. Cuando las células crecen en un medio con glucosa, hay un número 
muy pequeño de peroxisomas por célula con una actividad baja de E-oxidación de ácidos grasos 
(Marchesini y Poirier, 2003). Sin embargo, se ha observado que cuando la fuente de carbono es 
menos eficiente o no es fermentable, de forma que se inicia la respiración celular, se produce 
un aumento en el número de peroxisomas por célula (Sibirny, 2016). Además, también se ha 
podido ver que el estrés salino induce un cambio inmediato de fermentación a respiración a 
través de la activación de la biogénesis peroxisomal y la oxidación de ácidos grasos mediante la 
E-oxidación (Manzanares-Estreder et al., 2017). 
 
En este experimento, se estudió la interacción física entre peroxisomas y mitocondrias en células 
crecidas en tres diferentes condiciones: medio SD, medio SD con NaCl (0,8M) y medio SGal, es 
decir, en condiciones de fermentación, estrés salino y respiración, respectivamente. Como se ha 
descrito anteriormente, en estas tres situaciones el número de peroxisomas es distinto, pero no 
se conoce si la interacción entre peroxisomas y mitocondrias también lo es, por lo que el objetivo 
de este experimento fue determinar si dicha interacción, en las tres condiciones establecidas, 
era distinta. 
 
Para el estudio de la interacción entre peroxisomas y mitocondrias, se llevó a cabo un ensayo 
BiFC que se centró en una interacción ya descrita: Pex11-Mdm34, empleando las cepas BY4741 
VNPEX11-MDM34VC y BY4741 VNPEX11-PEX11VC, proporcionadas por el Laboratorio de Uros 
Petrovic. En este ensayo se pudo identificar el grado de interacción entre Pex11 y Mdm34 
mediante la visualización de puntos intracelulares fluorescentes por la reconstitución in vivo de 





Figura 5. Porcentaje de células que presentan interacción entre Pex11 y Mdm34 según el ensayo BiFC. Las células 
fueron crecidas en medio SD (A), medio SD con NaCl (0,8M) (B) y medio SGal (C). 
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Para la construcción de la Figura 5, se tomaron imágenes durante el ensayo BiFC y, a partir de 
ellas, se realizó un recuento del número de: células totales, células con algún punto, células con 
1 punto, células con 2 puntos y células con 3 puntos, para así calcular los porcentajes que 
aparecen representados en la Figura 5. 
 
Como se puede observar en la Figura 5A, en el caso de las células crecidas en medio SD, de un 
total de 411 células, en el 40’63% se observó interacción entre Pex11 y Mdm34, en el 36’74% 
solo se observaba un punto y en el 3’89% restante, dos. Por otra parte, tal y como se muestra 
en la Figura 5B, en el cultivo en medio SD con NaCl, de un total de 247 células, se observó 
interacción en el 41’3%, en el 36’84% un punto y dos puntos en el 4’45% restante. Por último, 
como recoge la Figura 5C, se pudo observar interacción en el 35’3% de las células crecidas en 
medio SGal de un total de 558 células, de las cuales un 33’15% presentaba un punto, un 2’15% 
dos puntos y un 0’18%, porcentaje correspondiente a una única célula, presentaba 3 puntos.  
 
Estos resultados muestran que no existen apenas diferencias en la interacción entre Pex11 y 
Mdm34 en las tres condiciones ensayadas. Por un lado, los resultados obtenidos para las células 
crecidas en SD con NaCl son prácticamente iguales a los obtenidos para las células crecidas en 
SD. De la misma forma, tampoco se observan diferencias grandes entre los resultados obtenidos 
para las células crecidas en SGal y para las crecidas en SD y en SD con NaCl, pero sí se observa 
un descenso de los porcentajes en las células crecidas en SGal. Sin embargo, esto puede deberse 
a que en las células crecidas en medio SGal, los puntos correspondientes a la interacción entre 
Pex11 y Mdm34 eran menos intensos que los que aparecían en el resto de las condiciones, por 
lo que en muchos casos se confundían con el fondo y no se podían confirmar como positivos. 
Por esta razón, es posible que la cuantificación no fuera óptima, de forma que los porcentajes 
son inferiores a los reales. 
 
Esto no permite concluir que las tres condiciones estudiadas no influyen en la interacción entre 
peroxisomas y mitocondrias, pues en este caso solo se analizó la interacción entre Pex11 y 
Mdm34, pero puede que la interacción se produzca a través de otras proteínas. Además, puede 
que la interacción aumente en otro momento diferente al analizado, ya que el ensayo se realizó 
24 horas después de iniciar el cultivo, momento en el que es posible que ya se hubiera producido 
el aumento de la interacción entre peroxisomas y mitocondrias y también puede suceder que 
no se hubiera producido todavía. Sin embargo, sí se puede confirmar, de acuerdo con los 
resultados obtenidos en este ensayo BiFC, que la interacción entre Pex11 y Mdm34 no cambia 
cuando las células son cultivadas en medio SD, SD con NaCl (0,8M) y SGal, es decir, no cambia 
en condiciones de fermentación, estrés osmótico y respiración. 
 




   
 
Figura 6. Imágenes representativas de las células utilizadas en el estudio BiFC para Pex11-Mdm34 y Pex11-Pex11. 
Estudio de la interacción Pex11-Mdm34 en células crecidas en medio SD (A), medio SD con NaCl (0,8M) (B) y medio 
SGal (C). Estudio de la interacción Pex11-Pex11, control positivo, en células crecidas en medio SD (D), medio SD con 
NaCl (0,8M) (E) y medio SGal (F). 
 
Como se puede observar en la Figura 6, tras 24 horas desde el inicio del cultivo, que es el 
momento en el que se realizó el ensayo BiFC, las células presentaban un crecimiento inferior en 
medio SD con NaCl (Figura 6B), y en el caso de las crecidas en el medio SGal (Figura 6C), el 
crecimiento era superior. Además, también se observa diferencia en la intensidad de los puntos 
correspondientes a la interacción entre Pex11 y Mdm34, siendo menos intensos los que 
aparecen en la Figura 6C que los de la Figura 6A y 6B. Esto parece indicar que la interacción es 
más débil entre Pex11 y Mdm34 cuando las células crecen en medio SGal, al menos en el 
momento en el que se realizó el ensayo, a las 24 horas tras el inicio del cultivo.  
 
También en la Figura 6, se pueden observar diferencias entre el control positivo de cada 
condición con el correspondiente ensayo, pues en los controles positivos aparecen puntos 
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4.3. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL ENVEJECIMIENTO CELULAR EN LA RESPUESTA 
TRANSCRIPCIONAL AL ESTRÉS OXIDATIVO 
 
El envejecimiento es un proceso complejo cuyo estudio se ha basado en uno de los organismos 
modelo más simples: la levadura Saccharomyces cerevisiae. Principalmente se ha utilizado para 
el estudio de dos tipos de envejecimiento: el replicativo y el cronológico (Steinkraus et al., 2008). 
El envejecimiento replicativo describe el potencial de división de las células (Mortimer y 
Johnston, 1959), mientras que el envejecimiento cronológico hace referencia a la capacidad de 
las células en fase estacionaria de mantener la viabilidad en el tiempo (Longo et al., 1996). 
 
El objetivo de este experimento fue analizar cómo influye el envejecimiento en la capacidad de 
activar la expresión génica en respuesta a estrés oxidativo por parte de las células de levadura, 
pues se ha podido observar en las células envejecidas la acumulación de daños oxidativos 
intracelulares y una menor capacidad de detoxificar ROS. 
 
En este experimento, se empleó una cepa con el sistema característico del método MEP, la cepa 
UCC4925, en la que se consiguió una construcción integrativa del gen de la luciferasa de 
luciérnaga desestabilizada fusionado con SOD2, que es un promotor inducible por estrés, de 
forma que fue posible analizar los cambios en la expresión génica durante el envejecimiento a 
nivel cromosómico, in vivo y a tiempo real mediante ensayos de bioluminiscencia en los que las 
células fueron tratadas con H2O2 en un rango de concentraciones de 0 a 1,5mM. 
 
La cepa UCC4925 se empleó para estudiar los cambios en la respuesta transcripcional de las 
células de levadura al estrés oxidativo a medida que experimentaban tanto el envejecimiento 
replicativo, conforme sufrían divisiones, como el envejecimiento cronológico, a medida que 
pasaba el tiempo y se agotaban los nutrientes disponibles en el medio. De esta forma, fue 
posible comparar la influencia de ambos envejecimientos en la respuesta transcripcional de las 
células al estrés oxidativo. 
 
4.3.1. Envejecimiento replicativo en la cepa UCC4925 
 
 





Figura 7. Caracterización de la dinámica transcripcional del gen reportero SOD2 en respuesta a un baremo de 
concentraciones de H2O2 durante el envejecimiento replicativo de la cepa UCC4925. Curvas dosis-respuesta 
obtenidas al inducir el promotor SOD2 con un baremo de concentraciones de H2O2 de 0 a 1,5mM en la cepa UCC4925 
a las 0h (A), 24h (B), 48h (C) y 72h (D) durante 150 minutos. 
 
Para la obtención de la Figura 7, a partir de los datos crudos obtenidos en cada uno de los 
ensayos de bioluminiscencia realizados durante el estudio del envejecimiento replicativo en la 
cepa UCC4925, se calculó el promedio de los valores de los duplicados, se dividió entre la OD600 
del cultivo en el momento del ensayo, y los valores obtenidos se normalizaron respecto al 
tiempo 0. Por último, los valores resultantes se representaron frente al tiempo, frente a los 
minutos en los que se realizaron las medidas, obteniendo así la Figura 7. 
 
Como se puede observar en la Figura 7, en las células de la cepa UCC4925 se produce una 
pérdida de sensibilidad. Como muestra la Figura 7A, a las 0h del inicio del cultivo, la respuesta 
máxima se registra ante concentraciones del estrés oxidativo, H2O2, de 300PM. Sin embargo, en 
la Figura 7B y 7C se puede ver cómo la respuesta máxima se produce frente a concentraciones 
de 1,5mM y en la Figura 7D de 1mM, es decir, a las 24, 48 y 72h la respuesta se produce a 
concentraciones mayores del estrés. Esto parece indicar que, a medida que las células 
envejecen, es decir, que sufren el envejecimiento replicativo como consecuencia de las 
sucesivas divisiones que experimentan, pierden la capacidad de responder frente al estrés 
oxidativo, pues necesitan una mayor dosis de H2O2 para reaccionar.  
 
Por otra parte, se puede comprobar cómo la respuesta celular es más dinámica a las 0h del inicio 
del cultivo que a las 24, 48 y 72h, pues como se muestra en la Figura 7A, los niveles 
transcripcionales máximos aumentan de forma progresiva a medida que aumenta la 
concentración de H2O2 hasta alcanzar la respuesta máxima, y después decrecen también de 
forma progresiva. Por el contrario, en la Figura 7B, 7C y 7D, a una concentración de 300PM 
aproximadamente se alcanza la saturación y para concentraciones superiores no se observan 
cambios notables en los niveles de transcripción. 
 
Otra característica fácilmente observable en la Figura 7 es la disminución de la emisión de luz 
con el transcurso de las horas. De nuevo, esto parece indicar que, a medida que las células 
envejecen con el paso de las horas, decrece la respuesta transcripcional de éstas al estrés a pesar 
de ser sometidas a las mismas condiciones y a iguales concentraciones del estrés oxidativo. 
 





Figura 8. Actividad máxima de SOD2 frente a concentración de H2O2 durante el envejecimiento replicativo de la 
cepa UCC4925. Representación de las unidades de luz relativa máximas frente a las doce concentraciones de H2O2 
ensayadas a cuatro diferentes horas en la cepa UCC4925 con el gen reportero SOD2 durante el envejecimiento 
replicativo. 
 
En la Figura 8 se muestra, para los cuatro ensayos realizados, la actividad máxima del gen 
reportero SOD2 en respuesta a las doce concentraciones de H2O2 ensayadas. Los valores de 
actividad máxima se obtuvieron a partir de los datos ya tratados para la obtención de la Figura 
7, y se representaron frente a las doce concentraciones de H2O2 ensayadas. 
 
En la Figura 8 se observa una respuesta transcripcional máxima de las células de la cepa UCC4925 
frente al estrés oxidativo a las 0h, es decir, en el momento en el que se añade el estradiol al 
cultivo tras 24 horas de crecimiento. La posible razón que lo explica es el hecho de que las células 
son todavía jóvenes y capaces de reaccionar de forma normal al estrés. Sin embargo, tras el 
transcurso de únicamente 24h, al día siguiente, las células de la cepa estudiada experimentan 
una reducción de la respuesta máxima de hasta cuatro veces. Esto, como se ha comentado 
anteriormente, parece indicar que el envejecimiento replicativo que tiene lugar en las células 
con el paso de las horas influye en la capacidad de responder frente al estrés. En cuanto a la 
respuesta registrada a las 48 y a las 72h, también se detecta un cambio significativo, aunque no 
tan brusco, respecto a la que se produce a las 24h.  
 
Además, se confirman en la Figura 8 las observaciones de la Figura 7, pues se vuelve a identificar 
la pérdida de sensibilidad: mientras que a las 0h se produce la respuesta máxima a una 
concentración de H2O2 de 300PM, para el resto de los ensayos realizados la respuesta aumenta 
poco a poco hasta alcanzar su máximo a concentraciones máximas del estrés oxidativo.  
 





Figura 9. Porcentaje de células vivas durante el envejecimiento replicativo de la cepa UCC4925 con el gen reportero 
SOD2. Representación del porcentaje de células vivas frente al tiempo transcurrido desde el inicio del cultivo en horas. 
 
La Figura 9 se obtuvo tras dividir el número de células vivas, obtenido tras calcular el promedio 
de las colonias contadas en una placa sembrada con una dilución 1:10.000 del cultivo y otra con 
una dilución 1:100.000, entre la OD600, que muestra el número total de células en el cultivo. Esto 
se calculó para los cuatro ensayos realizados y se consideró que el valor obtenido en el primer 
ensayo se correspondía con un 100% de células vivas, y se calcularon el resto de los porcentajes. 
 
Como se puede observar en la Figura 9, el número de células vivas sufre un descenso enorme 
desde las 0 hasta las 24h tras el inicio del cultivo, reduciéndose en más de un 65%. Esto parece 
explicar por qué la respuesta celular frente al estrés oxidativo experimenta también un cambio 
tan brusco entre estos dos tiempos, reduciéndose unas cuatro veces. Sin embargo, al igual que 
la respuesta no experimenta un cambio tan brusco entre las 24 y las 48 y las 72h, tampoco se 
observa una variación tan grande en el número de células vivas.  
 





Figura 10. Caracterización de la dinámica transcripcional del gen reportero SOD2 en respuesta a un baremo de 
concentraciones de H2O2 durante el envejecimiento cronológico de la cepa UCC4925. Curvas dosis-respuesta 
obtenidas al inducir el promotor SOD2 con un baremo de concentraciones de H2O2 de 0 a 1,5mM en la cepa UCC4925 
el día 5 (A), 9 (B), 22 (C) y 33 (D) durante 150 minutos. 
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Para la obtención de la Figura 10, a partir de los datos crudos obtenidos en cuatro de los once 
ensayos de bioluminiscencia realizados durante el estudio del envejecimiento cronológico en la 
cepa UCC4925, se calculó el promedio de los valores de los duplicados, se dividió entre la OD600 
del cultivo en el momento del ensayo, y los valores obtenidos se normalizaron respecto al 
tiempo 0. Por último, los valores resultantes se representaron frente al tiempo, frente a los 
minutos en los que se realizaron las medidas, obteniendo así la Figura 10. 
 
En la Figura 10 aparecen representados los resultados obtenidos en los ensayos de 
bioluminiscencia realizados en el día 5, 9, 22 y 33 tras el inicio del cultivo, pues estos resultan 
suficientes para caracterizar la respuesta de la cepa UCC4925 al estrés oxidativo cuando 
experimenta el envejecimiento cronológico. Los resultados obtenidos en los once ensayos 
llevados a cabo están recogidos en el Anexo II. 
 
Como se puede observar en la Figura 10, la respuesta transcripcional de las células de la cepa 
UCC4925 al estrés oxidativo en el día 5 es pequeña (Figura 10A), pero pasa a ser más del doble 
en el día 9 (Figura 10B) y disminuye hasta desaparecer en el día 33 (Figura 10D).  
 
Un fenómeno fácilmente detectable en la Figura 10 es el retraso en la aparición de las curvas 
dosis-respuesta a medida que pasan los días. Esto significa que, conforme pasan los días y las 
células envejecen, éstas necesitan más tiempo para responder al estrés oxidativo. Además de 
ser tardía, con el paso del tiempo, la respuesta celular es menos intensa y, como se puede 
observar en la Figura 10C, se alarga en el tiempo. Una posible explicación es que la activación y 
desactivación de la maquinaria transcripcional resulta cada vez más complicada para las células 
como consecuencia del envejecimiento cronológico que experimentan con el paso de los días, 
por lo que se retrasa tanto el inicio de la transcripción como el final, lo cual se refleja en la 




Figura 11. Actividad máxima de SOD2 frente a concentración de H2O2 durante el envejecimiento cronológico de la 
cepa UCC4925. Representación de las unidades de luz relativa máximas frente a las doce concentraciones de H2O2 
ensayadas ocho diferentes días en la cepa UCC4925 con el gen reportero SOD2 durante el envejecimiento 
cronológico. 
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En la Figura 11 se muestra, para ocho de los once ensayos realizados, la actividad máxima del 
gen reportero SOD2 en respuesta a las doce concentraciones de H2O2 ensayadas. Los valores de 
actividad máxima se obtuvieron a partir de los datos ya tratados para la obtención de la Figura 
10, y se representaron frente a las doce concentraciones de H2O2 ensayadas. 
 
En la Figura 11 se representa la respuesta transcripcional máxima de las células de la cepa 
UCC4925 a las diferentes concentraciones de H2O2 en ocho de los ensayos realizados en el día 
5, 9, 13, 16, 22, 26, 29 y 33. Los resultados obtenidos en los once ensayos llevados a cabo están 
recogidos en el Anexo III. 
 
Como se puede observar en la Figura 11, la respuesta transcripcional máxima aumenta desde el 
día 5 hasta el 9, día en el que se registra la respuesta máxima y a partir del cual se detecta un 





Figura 12. Porcentaje de células vivas durante el envejecimiento cronológico de la cepa UCC4925 con el gen 
reportero SOD2. Representación del porcentaje de células vivas frente al tiempo transcurrido desde el inicio del 
cultivo en días. 
 
La Figura 12 se obtuvo tras dividir el número de células vivas, obtenido tras calcular el promedio 
de las colonias contadas en una placa sembrada con una dilución 1:10.000 del cultivo y otra con 
una dilución 1:100.000, entre la OD600, que muestra el número de células total en el cultivo. Esto 
se calculó para los once ensayos realizados y se consideró que el valor obtenido en el primer 
ensayo se correspondía con un 100% de células vivas, y se calcularon el resto de los porcentajes. 
 
La Figura 12 muestra el porcentaje de células viables en los once ensayos de bioluminiscencia 
llevados a cabo. En ella se puede observar cómo la tasa de células vivas disminuye del día 5 al 
día 9. Sin embargo, en el día 13, en el que se realiza el siguiente ensayo de bioluminiscencia, en 
lugar de seguir reduciéndose la tasa, ésta pasa a ser casi el doble que la del día 9. En los ensayos 
siguientes, tanto en el día 16 como en el día 22, se mantiene un número de células viables similar 
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A partir de los datos recogidos en la Figura 12 se pueden obtener dos conclusiones. La primera 
es que el retraso en la respuesta transcripcional que se produce a partir del día 13, como se 
muestra en la Figura 10, no está relacionado con un descenso en el número de células. La 
segunda es que la disminución drástica de la respuesta máxima del día 9 al día 13 que se puede 
observar en la Figura 11 tampoco se debe a una disminución en la tasa de células viables. Es 
decir, tanto el retraso como la disminución de la respuesta transcripcional por parte de las 
células se produce a partir del día 13 tras el inicio del cultivo, y ese mismo día tiene lugar el 
aumento del número de células viables en el cultivo. Esto parece indicar que ambos cambios se 
producen sin que influya el número de células vivas presentes, pues probablemente dichos 
cambios se deben a que las células pierden la capacidad de responder de forma eficiente al 
estrés oxidativo, seguramente como consecuencia del envejecimiento cronológico 
experimentado. Sin embargo, en el día 26, 29 y 33 si que hay un descenso importante en el 
número de células vivas en el cultivo, por lo que la escasa respuesta transcripcional que las 
células presentan en dichos ensayos si puede deberse, al menos en parte, a la muerte celular. 
 
4.3.3. Comparación del envejecimiento replicativo y el envejecimiento cronológico en la 
cepa UCC4925 
 
Los resultados mostrados en los apartados 3.1. y 3.2., demuestran que la respuesta 
transcripcional de las células de la cepa UCC4925 frente al estrés oxidativo es diferente en 
función del envejecimiento inducido.  
 
En primer lugar, se puede comprobar que la duración de la vida de las células es diferente para 
los dos tipos de envejecimiento. Por una parte, en el experimento del envejecimiento 
replicativo, a partir de las 72h, es decir, 3 días, en el cultivo ya no hay presencia de células vivas. 
Sin embargo, en el del envejecimiento cronológico, hay presencia de células vivas hasta el día 
33, es decir, el envejecimiento cronológico permite que las células vivan hasta diez veces más. 
 
Otra diferencia observable es el tipo de respuesta. En los ensayos realizados para el estudio del 
envejecimiento replicativo se puede ver cómo se produce la respuesta máxima en el momento 
en el que se inicia el cultivo, a las 0h, a bajas concentraciones de H2O2. Sin embargo, en los 
análisis del envejecimiento cronológico, dicha respuesta aumenta de forma progresiva hasta 
alcanzar el máximo a concentraciones elevadas del estrés oxidativo. En este caso, la respuesta 
máxima se produce en el día 9, cuando las células se encuentran en la fase estacionaria, que se 
alcanza de forma general alrededor del día 7 tras el inicio del cultivo. En la fase estacionaria ya 
se ha producido el cambio de fermentación a respiración debido al agotamiento de la glucosa 
del medio y se activan las vías de resistencia a estrés. Por esta razón, por el desarrollo de la 
resistencia al estrés oxidativo, las células que se encuentran en la fase estacionaria en el día 9, 






Resultados y discusión 
34 
 
Respecto al número de células viables en el cultivo, también se observan diferencias entre 
ambos tipos de envejecimiento. En el caso del envejecimiento replicativo, se observa una 
disminución inicial de las 0 a las 24h, una fase de meseta y de nuevo un descenso a partir de las 
72h hasta no haber presencia de células vivas. Sin embargo, en el envejecimiento cronológico 
se observa una disminución inicial del día 5 al 6, una fase de meseta y un aumento radical entre 
el día 9 y el 13, que se mantiene hasta el día 22, cuando vuelve a producirse un descenso hasta 
que la tasa de células vivas es de 0 tras el día 33. 
 
Sin embargo, aunque se identifican diferencias, en ambos tipos de envejecimiento se observa 
una pérdida de la capacidad de respuesta transcripcional al estrés oxidativo por parte de las 















































Tras exponer y discutir los resultados obtenidos durante este proceso experimental, las 
conclusiones que se pueden extraer son las siguientes: 
 
▪ Las mitocondrias juegan un papel fundamental en la respuesta transcripcional de 
Saccharomyces cerevisiae al estrés osmótico. Sin embargo, los peroxisomas, aún 
teniendo un papel en dicha respuesta, no resultan imprescindibles para el desarrollo de 
la misma. 
 
▪ La interacción física entre peroxisomas y mitocondrias a través de Pex11 y Mdm34 no 
cambia al crecer las células en condiciones de fermentación, estrés osmótico y 
respiración. 
 
▪ El envejecimiento, tanto replicativo como cronológico, en las células de levadura 
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Figura 1. Caracterización de la dinámica transcripcional del gen reportero SOD2 en respuesta a un baremo de 
concentraciones de H2O2 durante el envejecimiento cronológico de la cepa UCC4925. Curvas dosis-respuesta 
obtenidas al inducir el promotor SOD2 con un baremo de concentraciones de H2O2 de 0 a 1,5mM en la cepa UCC4925 





















Figura 2. Actividad máxima de SOD2 frente a concentración de H2O2 durante el envejecimiento cronológico de la 
cepa UCC4925. Representación de las unidades de luz relativa máximas frente a las doce concentraciones de H2O2 
ensayadas once diferentes días en la cepa UCC4925 con el gen reportero SOD2 durante el envejecimiento cronológico. 
 
 
 
 
 
 
